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What is claimed is: 



1 . A method of determining whether there is an alteration in a 
eukaryotic DNA mismatch repair pathway which comprises: 

_ a — w;,.w«« o K uv>i,mwii it win a (jic^ciected 6uKaryote; 

b) testing the specimen for an alteration in a DNA mismatch 
repair pathway nucleotide sequence or its expression product; and 

c) comparing the results obtained in step b) with a wild type 
control. 

2. The method of claim 1, wherein the biological specimen is selected 
from blood, tissue, serum, stool, urine, sputum, cerebrospinal fluid, 
supernatant from cell lysate and a eukaryotic cell sample. 

3. The method of claim 1 , wherein the eukaryote is a mammal. 

4. The method of claim 3, wherein the mammal is a human. 

5. The method of claim 1, wherein an alteration is indicative of a 
predisposition to malignant growth of cells in the mammal. 

6. The method of claim 4, wherein the biological specimen is selected 
from a group of blood related individuals. 

7. The method of claim 1, wherein the nucleotide sequence is a gene. 

8. The method of claim 7, wherein the DNA mismatch repair pathway 
gene is hMSH2. 
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9. The method of claim 1, wherein the expression product is mRNA. 



10. The method of claim 1, wherein the expression product is a 
protein. 

5 

1 1 . The method of claim 1, wherein the alteration is in the nucleotide 
sequence of the DNA. 

12. The method of claim 1 1, wherein the alteration is detected using 

10 a method of DNA amplification. ( 

13. The method of claim 12, wherein the method of DNA 
amplification detects an alteration in at least one intron or exon. 

15 14. The method of claim 13, wherein the alteration is detected in a 5 

hMSH2 gene using a pair of oligonucleotide primers. 



15. The method of claim 13, wherein said oligonucleotide primer of 
said pair comprising a nucleotide sequence selected from the group 

20 consisting of SEQ ID NOs.:46-65 and 145-154. 3 

16. The method of claim 1, wherein the alteration is detected by 
measuring the level of gene expression. 



25 17. The method of claim 1, wherein the alteration is detected by > 

identifying a mismatch between (1) a mismatch repair pathway gene or 
its mRNA in said tissue and (2) a nucleic acid probe complementary to 
a mammalian wild-type mismatch repair gene, when (1) and (2) 
hybridize to each other to form a duplex. 



30 
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18. The method of claim 17, wherein the nucleic acid probe is a DNA 
probe. 



19. The method of claim 16, wherein the mismatch is identified by 
enzymatic cleavage. 

20. The method of claim 1 , wherein the alteration in the DNA 
mismatch repair pathway is detected by amplification of mismatch 
repair pathway genes and hybridization of the amplified sequences to 
nucleic acid probes that are complementary to mutant mismatch repair 
pathway alleles. 



21 . A method of diagnosing a DNA mismatch repair defective tumor 
of a mammal, comprising: 

isolating a tissue from said mammal suspected of being a tumor; 
detecting an alteration in a DNA mismatch repair pathway gene or its 
expression product, wherein said alteration is indicative of a DNA 
mismatch repair defective tumor. 

22. The method of claim 21, wherein the mammal is a human. 

23. The method of claim 22, wherein the DNA mismatch repair 
defective tumor is colorectal ovary, endometrial (uterine), renal, 
bladder, skin, rectal and small bowel. 

24. A method of prognosis in an individual having cancer, comprising, 
comparing a cancer cell from said individual with a non-cancer cell 
from said individual for the presence of an alteration in the DNA 
mismatch repair pathway. 
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25. The method of claim 24, wherein an alteration in both cells 
indicates a genetic basis for said cancer. 

26. A method of screening for agents affecting the DNA mismatch 
repair pathway comprising: 

a) selecting a first test cell having an alteration in the DNA 
mismatch repair pathway; 

b) selecting a second test cell, said second cell derived from said 
first cell, but not having the alteration in the DNA mismatch repair 
pathway; 

c) contacting said test cells with a selected agent; and 

d) comparing the effects of said agent on the first and second 
test cells. 

27. A human mismatch repair protein having the amino acid sequence 
set forth in SEQ ID NO.:16 or functional equivalents thereof. 

28. An isolated nucleotide segment having the sequence as set forth 
in SEQ ID NO.:8. 1 

29. An isolated nucleotide segment including a unique fragment of a 
nucleotide segment having the sequence set forth in SEQ ID N0:8. 

30. An isolated nucleic acid segment having a nucleotide sequence 
selected from the group consisting of SEQ ID NOs.:35-50. 

31. A method for isolating a DNA encoding a member of a eukaryotic 
DNA mismatch repair pathway comprising: 

a) isolating a biological specimen from a preselected eukaryote; 
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b) testing said specimen for in a DNA mismatch repair pathway 
gene; and 

c) isolating DNA comprising said DNA mismatch repair gene. 

32. An isolated DNA segment which hybridizes under stringent 
conditions to a DNA fragment having the nucleotide sequence set forth 
in SEQ ID NO:8 or a unique fragment thereof and codes for a member 
of a eukaryotic DNA mismatch repair pathway. 

33. A vector containing the DNA of claim 31 . 

34. The vector of claim 32, wherein said vector is a retroviral vector. 

35. A host transformed with the vector of claim 32 or 33. 

36. A vector containing an antisense DNA segment of the nucleotide 
sequence set forth in SEQ ID NO:8 or unique fragments thereof. 

37. A kit for determining an alteration in a member of a DNA 
mismatch repair pathway by DNA amplification comprising: 

a set of DNA oligonucleotide primers, said set allowing synthesis of a 
DNA encoding the DNA mismatch repair gene. 

38. The kit of claim 36, wherein the DNA mismatch repair gene is 
hMSH2. 

39. The kit of claim 36, wherein said primers are selected from the 
group of SEQ ID NOs.: 46-65 and 145-154. 
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40. A non-human mammal having an alteration in a member of the 
DNA mismatch repair pathway. 

40. The non-human mammal of claim 40, wherein the member of the 
DNA mismatch 

■ v r M, « HQiuwvay is> ivion^. 
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Von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behorde auzufiillen 
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von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1.b): 



| 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 

I I Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten. finden keine Anwendung. 



□ Der Anmelder wurde 
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Einsanssdatum des Antrags 
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Vora Internationalen Biiro auszufullen 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblart PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 




"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen" 
Unser Zeichen: K 2412 - hu / wd 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen 
in der DNA von Zellen und einen zur Durchfuhrung des Verfahrens geeigneten 
Kit. 

Im Bereich der molekularen Tumorgenetik ist es wichtig zu wissen, welche 
genetischen bzw. zytogenetischen Veranderungen in bestimmten Tumoren 
vorliegen, in welcher Abfolge sie entstehen und ob sie mit dem klinischen 
Verlauf, z.B. bei einer Therapie, korreliert sind. Urn dies erfahren zu konnen, 
ware es notwendig, die DNA kleiner Zeilpopulationen bzw. von Einzelzeilen der 
Tumoren untersuchen zu konnen. Viele Versuche wurden unternommen, dies zu 
erreichen. Bisherige Ergebnisse sind allerdings nicht befriedigend. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem genetische bzw. zytogenetische Veranderungen in der 
DNA kleiner Zeilpopulationen bzw. von Einzelzeilen nachgewiesen werden 
konnen. 

Erfindungsgemafc wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zum Nachweis 
numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen, das die folgenden Schritte 
umfafct: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten 
DNA von (a), 



(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels 
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eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von (a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von 
(c) in ublicher Weise. 

Der Ausdruck "normale Zellen" umfaSt Zellen jeglicher Art und Abstammung, die 
keine bekannten numerischen Veranderungen in ihrer DNA aufweisen. 

Aus solchen Zellen wird DNA isoliert und amplifiziert. Hierfur konnen ubliche 
Verfahren verwendet werden. Fur die Amplifikation bietet sich ein PCR-Ver- 
fahren an, bei dem tag-Primer verwendet werden. Der Ausdruck "tag" weist 
darauf hin, da& die Primer degenerative (universelie) Primer sein konnen, d.h. es 
handelt sich urn Primer, die an vielen verschiedenen Stellen einer Zell-DNA 
binden konnen. Beispiele soicher Primer sind DOP- oder SiA-Primer. 

Der Ausdruck "zu untersuchende Zellen" umfafct Zellen jeglicher Art und Ab- 
stammung. Insbesondere sind es Tumorzellen oder Zellen aus dem Blut von 
schwangeren Personen. Besonders bevorzugt sind Zellen einer kleinen Zell- 
population oder Einzelzellen. Ganz besonders bevorzugt sind Zellen mit einem 
Interphase-Kern. 

Die zu untersuchenden Zellen werden einer in situ Hybridisierung mit der am- 
plifizierten DNA aus den gesunden Zellen unterzogen. Hierfur konnen ubliche 
Bedingungen und Materialien gewahlt werden. 

Die DNA aus den in situ hybridisierten Zellen wird als Template fur eine Am- 
plifikation verwendet. Hierfur bietet sich ein PCR-Verfahren an, bei dem die 
vorstehenden tag-Primer entsprechend verwendet werden. 

Die amplifizierte DNA wird verwendet, urn numerische Veranderungen festzu- 
stellen. Hierzu konnen ubliche Verfahren durchgefuhrt werden. Gunstig ist es, 
ein "comparative genomic hybridization"-Verfahren (CGH) durchzufuhren (vgl. 
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Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kaliioniemi O-P, et al., Genes 
Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A., New York, 1995, S. 191). 

Erfindungsgemafc wird auch ein Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens zum 
Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen, insbesondere von 
einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen, bereitgestellt. Ein solcher Kit 
umfafct folgende Komponenten: 

(a) amplifizierte DNA aus gesunden Zellen, wobei die DNA von tag-Primern 
flankiert ist, 

(b) tag-Primer, und ubliche 

(c) Hilfsmitte!, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numerischer 
Veranderungen in einer DNA eignen. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, numerische Veranderungen in der 
DNA von Zellen, insbesondere kleiner Zellpopulationen und von Einzelzellen, 
nachzuweisen. Damit eignet sich die vorliegende Erfindung, in der Diagnostik 
von Erkrankungen eingesetzt zu werden, in denen es auf Untersuchungen 
kleinster Gewebeproben und Zellverbande ankommt. Solche Erkrankungen sind 
insbesondere Tumorerkrankungen. Desweiteren eignet sich die vorliegende 
Erfindung, embryonale Zellen im Blut von schwangeren Personen zu untersu- 
chen. Sie stellt damit eine neue Moglichkeit in der pranatalen Diagnostik dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Figur 1 zeigt die schematische Darstellung des erfindungsgemaBen Ver- 

fahrens und 

Figur 2 zeigt chromosomale Uberreprasentationen in der Zellinie Colo 
320HSR mit und ohne Anwendung des erfindungsgemaSen Ver- 
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fahrens "Tagged Genome Hybridization" (TGH). 
Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung. 
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Beispiel: Analyse kleiner Zellpopulationen der Zellinie Colo320 (HSR) mit 
dem erfindungsgemafcen Verfahren 

Im foigenden wird das erfindungsgemafSe Verfahren (TGH-Verfahren, vgl. Fig. 1 ) 
-7«n;«:^ r^i^^on / WQRi Hi irr-hn^f nhrt Ha* TGH-Verfahren verlauft in 

clPl UCI Leu lino uwiw<j<-v mw.«.. 3 w,« ... ... — • -~ - 

mehreren Einzeischritten: 

Preparation von Colo320 (HSR)-lnterphasekernen auf Objekttrager. 
Herstellung eines "tag"-markiert:en Sequenzpools normaler genomischer 
DNA mittels DOP-PCR. 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA 

In situ Hybridisierung der "tag"-markierten genomischen DNA auf Inter- 

phasekerne der Zellinie Colo320 (HSR). 

Isolierung von Colo320 (HSR)-Zellpopuiationen definierter Anzahl mittels 
Mikromanipulation. Zur Verdeutlichung der Effizienz der TGH-Behandlung 
wurden sowohl mit "tag"-markierter DNA hybridisierte als auch nicht- 
hybridisierte Zellkerne isoliert und im weiteren verglichen. 
DNA-Amplifikation der isolierten Zellkerne mittels DOP-PCR. 
Verfahren der "comparative genomic hybridization" (CGH) zum Nachweis 
chromosomaler Imbalancen der Colo320 (HSR)-Zellen. 

Bezuglich der Preparation der Interphasekerne, der Isolation genomischer DNA 
aus Blut und des CGH-Protokolls wird auf bekannte Verfahren verwiesen (vgl. 
Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes 
Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A., New York, 1995, S. 191). 



Schritt 1 

Herstellung eines "tag"-markierten Sequenzpools normaier genomischer DNA 
mittels DOP-PCR. 

V> p n n £>n-i on PuTTPr urt/1 J Sixi/71 OPfX' 
-t^t-^O * ~VJ ~ C - 

lOx Reaktionspurfer: 20 mM MgCb; 500 mM KC1; 100 mM Tris-HCl (pH 8.4); 1 
mg/ml Gelatine. 

lOx Nukleotid-Mix: 2 mM jedes Nukleotids (dATP, dCTP, dGTP f dTTP) (hergestellt 
aus dem Deoxynucleoside-Triphosphat-Set von Boehringer Mannheim, Kat.- Nr. 
1277049). 

lOx DOP-Primer: 20 uM des Oligonukleotids 5 'CCG ACT CGA GNN NNN NAT 
GTG G 3', (N = A, C, G oder T). 

Fur Minigele: Agarose; TBE Puffer: 0,089 M Tris-Borat, 0,089 M Borsaure, 2 mM 
EDTA (pH 8,0); geeignecer GroBenmarker (z.B. Ikb-Marker; Kat.- Nr. 15615-016; 
Gibco BRL, Eggenstein); Gelladungspuffer mic 0.25% Bromphenolblau und 30% 
Gycerol. 

Zu markierende bzw. amplifizierende Ausgangs-DNA normaier Zellen. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . In ein 500 jil ReaktionsgefaS (PCR-GefaBe mic integrierter Volumenbegrenzung; 
Sarstedt, Niimbrecht) wurden auf Eis folgende Komponenten pipettiert (Ges.-VoL 50 

Hi): 

100 ng genomische Ausgangs DNA 
5 \il lOx Reaktionspuffer 
5jxl lOx Nukleotid-Mix 
5 \il lOx DOP-Primer 
H 2 0 ad 50 jil 

1.25 U Taq-Polymerase (sollte zuletzt zugeseczt werden). 

2 . Als Negativkontrolle wurden dieselben Komponenten pipecuert, jedoch ohne Zugabe 
der Ausgangs-DNA. 

3 . Fur die PCR-Reaktionen kam ein Gerat der Omnigene/Hybaid (Typ AZ 1623; Lieferant 
MWG Biotech, Foersbach b. Miinchen) zum Einsatz. Das folgende 
Temperacurprogramm wurde verwendet: 

Initiale Denaturierung der Ausgangs DNA durch Erhitzen auf 93°C fur 10 min. 




5 Zyklen (sog. "low stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, 1 min; 30°C 3 min; 30°C -72°C, 3 min.; 72°C, 3 min. 

35 Zyklen (sog. "high stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, i min.; 62°C, 1 min.; 72°C, 3 min (mit einer Verlangcrung von 1 sec / 
Zyklus); 

Ein finaler Extensionsschritt bei 72°C fur 10 min. 

4. Nach der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot von 7 ul des Produkts auf einem 
Asarosegel aufgetrennt. Als GroBenmarker diente ein 1-kb Marker. Die Auftrennung 
erfolgte in lx TBE-Puffer fur 30 min bei 100 Volt. Die aufgecragene DNA wurde durch 
Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und photographies. Ein "Schmier" 
mit DNA-Fragmenten zwischen 200 Basenpaaren und 2000 Basenpaaren war i. d. R. 
sichtbar. In der Negativkontrolle war keine DNA in diesem GroSenbereich 
nachweisbar. 

5 . AbschlieBend wurden die restlichen Nukieotice von der M tag"-marfcierten DNA m.H. 
eines "PCR-Purification Kits" (Diagen GmbH, Hilden, Kat.- Nr. 28106) abgetrennt. 



Schritt 2 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA fur die in situ 
Hybridisierung. 

Reagen zien, Puffer und Losungen 

lOx Reaktionspuffer mit 0.5 M Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM MgCl 2 , 0,5 mg/ml bovinem 
Serumalbumin (Fraktion V, Kat.- Nr. 735078, Boehringer Mannheim) 
0.1 M B-Mercaptoethanol. 

lOx Nukleotidstammlosung mit 0,5 mM dATP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM dGTP, 0,125 
mM Digoxigeain-1 1-dUTP (Boehriger Mannheim, Kat.-Nr. 1558706), 0,375 mM 
dTTP. 

- . Escherichia coli-DNA-Poiymerase I (New England Biolabs GmbH, 
Schwalbach/Taunus, Kat.- Nr. 209L). 

DNase I-Stammlosung: 3 mg in 1 ml 0.15 M NaCl, 50% Glycerol. 
Saulenpuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 0.1% SDS. 
Saulen: Sephadex G50 (Medium), 1 ml Tuberkulinspritzen (z. B. "Primo" von 
Phannaplast A/S, DK-4970 Rodby) , Glaswolle. 

Fur Minigel: Agarose; TBE-Puffer, lkb-GroBenmarker (Gibco BRL, Eggenstein, Kat,- 
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Nr. 15615-016); Gelladungspuffer (s.o.) 
Detaillierter Ablauf: 

1 . 2 us der "tag'^markierten DNA (s. Schritt 1) wurden zusammen mit 10 ul des lOx 
Reakdonspufrers, 10 ul B-Mercaptoethanol, 10 ul der Nukleoddscammlosung, 20 U 
der DNA-Polymerase I und 2 ul einer l:1000-Verdunnung der DNse-Stammiosung (in 
Wasser) in ein ReakdonsgefaB pipettien. 

2 . Die Modinzierungsreakuon erfolgte bei 15°C fur 30-40 min. 

3 . Das Reaktionsgemisch wurde auf Eis gesrellt und ein Aliquot auf die fur die in sicu 
Hybriciisierung geeignete FragmentgroBe gecestet. 

4 . Die Fragmendange der DNA wurde durch Gelelektrophorsse besdmmt. 10 ul des 
Reakdonsanatzes wurden mit 3 ul Gelladungspuffer verseczt und im kochencen 
Wasserbad fur 2-3 min denacuriert. Nach weiceren 3 min auf Eis wurde das Aliquot auf 
ein 1-2 % Agarose-Minigel zusammen mit dem 1 kb-GroBenmarker aufgetragen. Die 
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 15 V/cm fur 30 min. Nach Anfarbung 
mit Ethidiumbromid konnte das Gel unter UV-Licht photographiert und die GroBe der 
DNA-Fragmente enninelt werden. 

5 . Im opdmalen Falle sollten die DNA-Fragmente in einem GroSenbereich zwischen 500 
und 1000 Basenpaaren liegen. Lag die durchschnitdiche GroBe der Fragmente oberhalb 
dieses Bereiches, wurde die verbliebene DNA nochmals mit DNase I inkubiert, bis die 
opdmale GroBe der Fragmente erreicht war. 

6 . Urn die DNase zu inakdvieren, ^Aoirden dem Ansatz 2 ul 0.5 M EDTA 
(Endkonzentradon 10 mM) und 1 ul 10% SDS (Endkonzentradon 0.1%) zugesetzt una 
der Reakdonsansatz bei 68°C fur 10 min erhitzt. 

7 . Nichtinkorporiene Nukleodde wurden von der DNA-Probe durch Gelfiltradon mittels 
Trennsaulen abgetrennt, die folgendermaBen hergestellt worden waren. 

(a) Eine 1 ml-Tuberkulinspritze wurde zunachst mit Glaswolle bis zur 0.2 
ml-Markierung gepackt und dann mit gepuffertem Sephadex G50 bis zur 1 mi- 
Marke auf ge full t. Die Saule wurde in ein 15 ml-GefaB uberfuhn und bei 2000g 
6 min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

(b) Nacb Zugabe von je 100 jil des Saulenpuffers wurden die Saulen erneut 
zentrifugiert- Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. 

(c) Die DNA wurde auf die Saule gegeben, zentrifugien (2000g 6 min.) und in 
einem ReakdonsgefaB aufgefangen. Die Endkonzentradon dieser DNA-Probe 
betragt etwa 20 ng/jil. Sie kann uber langere Zeit (Monate bis Jahre) bei -20°C 
aufbewahrt werden. 



Schritt 3 

In situ Hybridisierung der "tag"-markierten genomischen DNA auf 
Interphasekerne der Linie Coio320 (HSR). 

A) Denaturierung der genomischen DNA der Colo320 (HSR) 
Interphasekerne. 

Reagenzien, Puffer und Losungen: 

- " Denaturierungslosung: 70% deionisiertes Formamid (fur die Molekularbiologie, Kat.- 
Nr 1 12027, Merck, Darmstadt), 2x SSC, 50 mM Natriumphosphat (pH 7 mit 1 M 
HC1). 

Ethanol (eiskalt): 70%, 90% und 100%. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . Die Denaturierungslosung wurde in eine Kiivette gegeben und in einem Wasserbad auf 
70°C erhitzt. 

2 Das Deckglaser (76 x 26 mm) mit den zu untersuchenden Colo 320(HSR)-Zellkernen 
wurde genau 2 min in dieser Losung inkubiert und dann soforc in den kalten 70% 
Alkohol iiberfuhrt. 

3 . Die Deckglaser wurden jeweils 5 min. in 70%, 90% und 100% Ethanol entwassert und 
dann luftgetrocknet. 

B) Prazipitierung und Denaturierung der **tag"-markierten DNA -Probe fiir 
die in situ Hybridisierung. 

Reagenzien, Puffer und Losungen 
3 M Natriumacetat, pH 5.2. 

Deionisiertes Formamid (fur die Molekularbiologie, Kat.- Nr 1 12027, Merck, 
Darmstadt). Die Deionisierung erfolgte durch Riihren des Formamids mit emem 
Ionenaustauscher (z. B. AG 501-X8 (D) Resin, Kat.- Nr. 142-6425 der Biorad, 
Munchen). 

2x Hybridisierungspuffer 4x SSC, 20% Dextransulfat. 
Detaillierter Ablauf: 

I. 1 ng der "tag"-markierten DNA und 50 ug humaner Cotl-DNA (Gibco-BRL, 
Eggenstein, Kat. Nr. 5279SA) wurden durch Zugabe von 1/20 Volumen 3 M 
Natriumacetat und 2.5 Volumen 100% Ethanol prazipitiert 
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2 . Nach Zencrifugation bei 12000 rpm fur 10 min und 4°C wurde der Uberstand 
abserrennt, das Pellet mic 500 ul 70% Ethanol gewaschen, wieder zentrifugien (12000 
rpm, 10 min, 4°C) und dann lyophilisiert. 

3 . Die prazipitierte DNA wurde in 6 ul deionisiertem Formamid aufgenommen und 30 
min bei Raumtemperacur geschlittelt (Vortex). 

4. Nach Zugabe von 6 (il 2x Hybridisierungspuffer wurde wiederum 30 min geschuttelt. 

5 . Die DNA wurde bei 75°C fur 5 min. denaturiert, 5 min. auf Eis gestellt und dann 20 - 
30 min bei 37°C inkubien: ("preannealing")- 



C) In situ Hybridisierung 

Detaillierter Ablauf: 

1 . 12 jLLl des Hybridisierungsmixes mic der denaturierten DNA wurden auf ein groBes 
Deckglas mit den zu untersuchenden Zellkemen gegeben. 

2. Ein 18 x 18 mm Deckglas wurde aufgelegt. 

3 . Das 18x18 mm Deckglas wurde mit Flussigklebstoff abgedichcec und das Praparac in 
einer feuchcen Kammer fur 48 h bei 37°C inkubien. 

D) Waschen und Detektion der hybridisierten Zellkerne 

Reagenzien, Puffer und Ld sunken: 

Waschlosung A: 50% Formamid (p. A. Kac- Nr. 9684, Merck, Darmstadt), 2xSSC. 

Waschlosung B: O.lx SSC. 

Waschlosung C: 4x SSC, 0. 1 % Tween 20. 

Waschlosung D: 2x SSC, 0.05% Tween 20. 

"Blocking M -L6sung : 3% BSA, 4x SSC, 0.1% Tween 20. 

Detektionspuffer: 1% BSA, 4x SSC, 0.1% Tween 20. 

Anti-Digoxigenin-Rhodamin, FAB-Fragmente (Kat.- Nr. 1207750, Boehringer 
Mannheim) 

*'Antifade"-Losung: 0.233 g DABCO (l,4-Diazabicyclo-2.2.2-octane), 20 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 90% Glycerol. 
4,6-diamino-2-Phenyiindol (DAPI) 



Detaillierter Ablauf; 
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1 . Die Waschlosungen A and B wurden in einer Kuvette auf 42°C im Wasserbad erwarmc. 

2 . Der Dichtring aus Fliissigklebstoff wurde vom Deckglas entfemt und dieses dann fur 3 
x 10 min. in Waschlos. A bei 42°C gewaschen. 

3 . AnschlieBend wurde in Waschlosung B 3 x 10 min gewaschen. 

4 . 200 ul der "Blocking" -Losung wurden auf das Deckglas pipettien, wieder ein 
Deckglas dariiber gegeben und 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubien. 

5 . Die "Blocking"-Losung wurde entfemt; stattdessen wurden 200 ui des 
Detekdonspuffers mit 6 ug/ml Rhodamin-konjugiertem Anu-Digoxigenin (Boehringer, 
Mannheim) auf das Deckglas gegeben und unter einem Deckglas 30 min. bei 37°C in 
einer feuchten Kammer inkubien. 

6. Das groBe Deckglas mit den Zellkemen wurde dann in Waschlosung C dreimal je 10 
min bei 42°C gewaschen. 

7. AnschlieBend wurde das groBe Deckglas mit den Zellkemen 20 min in 2x SSC, in 
welchem 200 ng/ml (DAPI) gelost waxen, inkubien. 

8 . Waschen des Deckglases in Waschlosung D fur 1-2 min bei Raumtemperatur. 

9. Eindecken der hybriciisienen Interphasekeme in ".Antifade" -Losung. 



Schritt 4 

Isolierung der hybridisierten Kerne durch Mikromanipulation 
Cerate: 

Mikroskop Axioskop FS (Carl Zeiss, Jena) ausgeriistet fur die Ruoreszenzmikroskopie. 
De Fonbrune Mikromanipulator (Bachofer, Reutlingen). 

De Fonbrune Mikroschmiede (Bachofer, Reutlingen) zur Herstellung von Mikrospitzen. 
Glasplanen aus B270: GroBe 70 x 35 mm, Starke 6 mm; mit Absatz: Breite 26 mm; Tiefe 4 
mm. (Hergestellt durch Berliner Glas KG, Waldkraichburger StraSe 5, 12347 Berlin, Best. Nr 
B 100158 -PO/eh). 

Detaillierter Ablauf: 

1 . Das groBe Deckglas mit den zu isolierenden Colo-Zellkemen wurde (mit den Zellen 
nach unten zeigend) auf die B270 Glasplatte gegeben; der Zwischenraum zwischen 
Sockelboden und Deckglas (bzw. Zellkemen) wurde mit "Antifade^-Losung gefullt. 

2 . Eine in der Mikroschmiede hergestellte Mikrospitze wurde in den Mikromanipulator 
eingesetzt. Die Mikrospitze wurde m. H. der Mikroschmiede so ausgezogen, daB sie in 
einem Winkel von etwa 30° nach oben zeigte. 
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3 Die Mikrospitze wurde nun in den mit der Antifade-Losung gefullten Zwischenraum 
geschoben, so daB sie von unten an die zu isolierenden Zellkeme reichte. 

4 Die Colokeme konnten unter Fmoreszenzbedingungen durch einen geeigneten Filter 
(Filtersatz Nr. 487915-9901 far Rhodamin oder Filtersatz Nr. 487901-9901 fur DAPI, 
Carl Zeiss, Jena) irn Mikroskop sichcbar gemacht werden. Durch Verweadung des 
Durchlichts war es auBerdem mogiich, gleichzeitig die Mikrospitze zu erkennen. Auf 
diese Weise konnen die Zellkeme einzeln auf die Mikrospitzea "aufzuspieSt" werden. 
(Anmerkung: Da die Zellkeme in der "Antifade"-L6sung nicht briichig, sondem 
elastisch sind, konnen sie als Ganzes isolien werden). 

5 . Nachdem jeweils ein Kern mit einer Nadel aufgeaommen war, wurde diese am 

Boden eines mit 20 ul H 2 0 gefullten PCR-R6hrchens abgebrochen. Auf diese Weise 
' konnten Populationen mit genau defmierter Zellzahl an hybridisierten und 
nicht-hybridisierten Keraea isolien werden. (.Anmerkung: Die nicht-hybridisierten 
Zellkeme waren gleich behandelt worden wie die hybridisienen Kerne, jedoch war be: 
der in situ Hybridisierung keine "tag"-markierte DNA zugegeben worden. 

Im AnschluG an diesen Schritt erfolcte die DOP-PCR der isolierten Kerne. Dieses 
Protokoll ist identisch mit Schritt 1 (Punkte 1-5), jedoch wird auGer den isolier- 
ten Kernen keine weitere Ausgangs-DNA zugegeben. Das DOP-PCR-Produkt 
wurde fur eine ubliche CGH-Analyse verwendet (vgl. Kallioniemi A, et ai., 
Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes Chromosom Cancer, 
10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromosomes, Hrsg. Verma R.S. 
und Babu A., New York, 1 995, S. 1 91 ). Es zeigte sich, daS mit dem erfindungs- 
gema&en Verfahren in 30 bzw. 10 Colo320 (HSR) Zellen zwischen 89% und 
94% aller Chromosomen-Oberreprasentationen erkannt wurden, wahrend es 
ohne das TGH-Verfahren nur zwischen 38% und 44% waren. Ferner liegt der 
Anteil der falsch-positiven Befunde in der TGH-behandelten Gruppe deutlich 
niedriger als in der nicht-TGH-behandelten (7 gegenuber 15) (vgl. Fig. 2). 
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Anspruche 



5 
10 
1 5 

2. 

20 3. 



Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von 
Zellen, umfassend die foigenden Schritte: 

(a) isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der am- 
plifizierten DNA von (a), 

(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von 



(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten 
DNA von (c) in ublicher Weise. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die zu unter- 
suchenden Zellen von Tumoren stammen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die zu unter- 
suchenden Zellen aus dem Blut von schwangeren Personen stammen. 



4. 

25 



Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daft die zu 
untersuchenden Zellen solche einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen 
sind. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die zu untersuchenden Zellen einen Interphase-Kern aufweisen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, da(2> 
die tag-Primer degenerative Primer sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, da& 
die Identifizierung von (d) ein CGH-Verfahren umfafit. 

Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 7 , 
umfassend die folgenden Komponenten: 

(a) amplifizierte DNA aus normalen Zellen, wobei die DNA von tag- 
Primern flankiert ist, 

(b) tag-Primer, und ubliche 

(c) Hilfsmittel, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numeri- 
scher Veranderungen in einer DNA eignen. 
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Zusammenfassung 

Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis numerischer 
Veranderungen in der DNA von Zellen, umfassend die folgenden Schritte: 

Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten 
DNA von (a), 

Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels 
eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von (a), und 

Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von 
(c) in ublicher Weise. 



5 

(a) 
(b) 

10 

(0 

15 (d) 



Ferner betrifft die Erfindung einen zur Durchfuhrung des Verfahrens geeigneten 
Kit. 
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Schematische Darstellung der "Tagged Genome Hybridization 11 



1.) Herstellung eines representative!! "tag"-markierten DNA-Pools aus 

genomischer DiN'A normaler Zeilen mittels eines universellen PCR-Verfahrens. 



FCR 



senomische DlN'A 



universelle 
PCR-Primer 
(z.B. DOP-Primer) 



DiN'A-pool 



2.) In siru Hybridisierung von Lnterphasekernen rnit " Lag " -markiertem DNA-pooL 




in siru 
Kvbridisiernns 



Interphase-Kern mit 
Chromosomen-Domanen 



las" -markierter 
TDNA-pool 




3.) Universelle PCR der isolierten Lnterphase-Kerne mir idenrischem Primer 
(siehe Schrirt a) 





CGH 



Fig. 1 
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(54) Title: IDENTIFICATION OF NUMERICAL CHANGES IN CELL DNA 

(54) Bezeichnung: NACHWEIS NUMERISCHER VERANDERUNGEN IN DER DNA VON ZELLEN 
(57) Abstract 

The invention pertains to a process for identifying numerical changes in cell DNA, comprising the following steps: (a) isolate DNA 
from normal cells and amplify the DNA by means of a polymerase chain reaction using tag primers; (b) in situ hybridize the cells under 
study with the amplified DNA; (c) amplify DNA from the in situ hybridized cells from (b) by means of a polymerase chain reaction using 
the tag primers from (a), and (d) identify numerical changes in the amplified DNA from (c) in a normal way. The invention also pertains 
to a kit suitable for carrying out the process. 

(57) Zusammenfassung. 

Die vorltegende Erflndung betrifft ein Vcrfahren zum Nachweis numerischer Verfinderungen in der DNA von Zellen, umfassend 
die folgenden Schritte: (a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplification der DNA mittels ernes PCR-Verfahrens unter 
Verwendung von tag-Primem, (b) In situ Hybridisterung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten DNA von (a), (c) Amplifilcation 
von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von (a), und (d) 
Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von (c) in Ublicher Weise. Femer betrifft die Erflndung einen zur 
DurchfUhrung des Verfahrens geeigneten Kit. 
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"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen" 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen 
in der DNA von Zellen und einen zur DurchfOhrung des Verfahrens geeigneten 
Kit. 

Im Bereich der molekularen Tumorgenetik ist es wichtig zu wissen, welche 
genetischen bzw. zytogenetischen Veranderungen in bestimmten Tumoren 
vorliegen, in welcher Abfolge sie entstehen und ob sie mit dem klinischen 
Verlauf, z.B. bei einer Therapie, korreliert sind. Um dies erfahren zu konnen, 
ware es notwendig, die DNA kleiner Zellpopulationen bzw. von Einzelzellen der 
Tumoren untersuchen zu konnen. Viele Versuche wurden unternommen, dies zu 
erreichen. Bisherige Ergebnisse sind allerdings nicht befriedigend. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem genetische bzw. zytogenetische Veranderungen in der 
DNA kleiner Zellpopulationen bzw. von Einzelzellen nachgewiesen werden 
konnen. 

ErfindungsgemafJ wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zum Nachweis 
numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen, das die folgenden Schritte 
umfa&t: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten 
DNA von (a), 



(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels 
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eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von (a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von 
(c) in ublicher Weise. 

Der Ausdruck "normale Zellen" umfaSt Zellen jeglicher Art und Abstammung, die 
keine bekannten numerischen Veranderungen in ihrer DNA aufweisen. 

Aus solchen Zellen wird DNA isoliert und amplifiziert. Hierfur konnen Qbliche 
Verfahren verwendet werden. Fur die Amplifikation bietet sich ein PCR-Ver- 
fahren an, bei dem tag-Primer verwendet werden. Der Ausdruck "tag" weist 
darauf hin, daB die Primer degenerative (universelle) Primer sein konnen, d.h. es 
handelt sich um Primer, die an vielen verschiedenen Stellen einer Zell-DNA 
binden konnen. Beispiele solcher Primer sind DOP- oder SiA-Primer. 

Der Ausdruck "zu untersuchende Zellen" umfafct Zellen jeglicher Art und Ab- 
stammung. Insbesondere sind es Tumorzellen oder Zellen aus dem Blut von 
schwangeren Personen. Besonders bevorzugt sind Zellen einer kleinen Zell- 
population oder Einzelzellen. Ganz besonders bevorzugt sind Zellen mit einem 
Interphase-Kern. 

Die zu untersuchenden Zellen werden einer in situ Hybridisierung mit der am- 
plifizierten DNA aus den gesunden Zellen unterzogen. Hierfur konnen ubliche 
Bedingungen und Materialien gewahlt werden. 

Die DNA aus den in situ hybridisierten Zellen wird als Template fur eine Am- 
plifikation verwendet. Hierfur bietet sich ein PCR-Verfahren an, bei dem die 
vorstehenden tag-Primer entsprechend verwendet werden. 

Die amplifizierte DNA wird verwendet, um numerische Veranderungen festzu- 
stellen. Hierzu konnen ubliche Verfahren durchgefiihrt werden. Gunstig ist es, 
ein "comparative genomic hybridization"-Verfahren (CGH) durchzufuhren {vgl. 
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Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes 
Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A., New York, 1995, S. 191). 

Erfindungsgemali wird auch ein Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens zum 
Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zeiien, insbesondere von 
einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen, bereitgestellt. Ein solcher Kit 
umfa&t folgende Komponenten: 

(a) amplifizierte DNA aus gesunden Zellen, wobei die DNA von tag-Primern 
flankiert ist, 

(b) tag-Primer, und ubliche 

(c) Hilfsmittel, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numerischer 
Veranderungen in einer DNA eignen. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, numerische Veranderungen in der 
DNA von Zellen, insbesondere kleiner Zelipopulationen und von Einzelzellen, 
nachzuweisen. Damit eignet sich die vorliegende Erfindung, in der Diagnostik 
von Erkrankungen eingesetzt zu werden, in denen es auf Untersuchungen 
kleinster Gewebeproben und Zellverbande ankommt. Solche Erkrankungen sind 
insbesondere Tumorerkrankungen. Desweiteren eignet sich die vorliegende 
Erfindung, embryonale Zellen im Blut von schwangeren Personen zu untersu- 
chen. Sie stellt damit eine neue Moglichkeit in der pranatalen Diagnostik dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Figur 1 zeigt die schematische Darstellung des erfindungsgemSBen Ver- 
fahrens und 

Figur 2 zeigt chromosomale Oberreprasentationen in der Zellinie Colo 
320HSR mit und ohne Anwendung des erfindungsgema&en Ver- 
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fahrens "Tagged Genome Hybridization" (TGH). 
Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung. 
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Beispiel: Analyse kleiner Zellpopulationen der Zellinie Colo320 (HSR) mit 
dem erfindungsgemSBen Verfahran 



Im folgenden wird das erfindungsgemafce Verfahren (TGH-Verfahren, vgl. Fig. 1) 
an der Zellinie Colo320 (HSR) durchgefuhrt. Das TGH-Verfahren verlauft in 
mehreren Einzelschritten: 



Praparation von Colo320 (HSR)-lnterphasekernen auf Objekttrager. 
Herstellung eines "tag n -markierten Sequenzpools normaler genomischer 
DNA mittels DOP-PCR. 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA 

In situ Hybridisierung der "tag"-markierten genomischen DNA auf Inter- 

phasekerne der Zellinie Colo320 (HSR). 

Isolierung von Colo320 (HSR)-Zellpopulationen definierter Anzahl mittels 
Mikromanipulation. Zur Verdeutlichung der Effizienz der TGH-Behandlung 
wurden sowohl mit "tag"-markierter DNA hybridisierte als auch nicht- 
hybridisierte Zellkerne isoliert und im weiteren verglichen. 
DNA-Amplifikation der isolierten Zellkerne mittels DOP-PCR. 
Verfahren der "comparative genomic hybridization" (CGH) zum Nachweis 
chromosomaler Imbaiancen der Colo320 (HSR)-Zellen. 



Bezuglich der Praparation der Interphasekerne, der Isolation genomischer DNA 
aus Blut und des CGH-Protokolls wird auf bekannte Verfahren verwiesen (vgl. 
Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al.. Genes 
Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A. # New York, 1995, S. 191). 
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Schritt 1 

Herstellung eines "tag"-markierten Sequenzpools normaler genomischer DNA 
mittels DOP-PCR. 

Reagenzien, Puffer und LSsungen: 

lOx Reaktionspuffer: 20 mM MgCl 2 ; 500 mM KC1; 100 mM Tris-HCI (pH 8.4); 1 

mg/mJ Gelatine. 

lOx Nukleotid-Mix: 2 mM jedes NukJeotids (dATP, dCTP, dGTP , dTTP) (hergestellt 
aus dem Deoxynucleoside-Triphosphat-Set von Boehringer Mannheim, Kat.- Nr. 
1277049). 

lOx DOP-Primer: 20 uM des Oligonukleotids 5 'CCG ACT CGA GNN NNN NAT 
GTG G3',(N = A, C,G oder T). 

Fiir Minigele: Agarose; TBE Puffer: 0,089 M Tris-Borat, 0.089 M Borsaure, 2 mM 
EDTA (pH 8,0); geeigneter GrbBenmarker (z.B. lkb-Marker; Kat.- Nr. 15615-016; 
Gibco BRL, Eggenstein); Gelladungspuffer mit 0.25% Bromphenolblau und 30% 
Gycerol. 

Zu markierende bzw. amplifizierende Ausgangs-DNA normaler Zellen. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . In ein 500 uJ ReaktionsgefdB (PCR-GefaBe mit integrierter Volumenbegrenzung; 
Sarstedt, NUmbrecht) wurden auf Eis folgende Komponenten pipettiert (Ges.-Vol. 50 
ul): 

100 ng genomische Ausgangs DNA 
5 fxl lOx Reaktionspuffer 
5fii lOx Nukleotid-Mix 
5 uJ lOx DOP-Primer 
H 2 0 ad 50 u.1 

1.25 U Taq-Polymerase (sollte zuletzt zugesetzt werden). 

2 . Als Negativkontrolle wurden dieselben Komponenten pipettiert, jedoch ohne Zugabe 
der Ausgangs-DNA. 

3 . Fiir die PCR-Reaktionen kam ein GerSt der Omnigene/Hybaid (Typ AZ 1623; Lieferant 
MWG Biotech, Ebersbach b. MUnchen) zum Einsatz. Das folgende 
Temperaturprogramm wurde verwendet: 

Initiale Denaturierung der Ausgangs DNA durch Erhitzcn auf 93°C fur 1 0 min. 
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5 Zyklen (sog. "low stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, 1 min; 30°C, 3 min; 30°C -72°C, 3 min.; 72°C, 3 min. 

35 Zyklen (sog. "high stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, 1 min.; 62°C, 1 min.; 72°C, 3 min (mit einer Verlangerung von 1 sec / 
Zyklus); 

Ein finaler Extensionsschritt bei 72°C fur 10 min. 

4 . Nach der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot von 7 |il des Produkts auf einem 
Agarosegel aufgetrennt. Als Grofienmarker diente ein 1-kb Marker. Die Auftrennung 
erfolgte in lx TBE-Puffer fur 30 min bei 100 Volt. Die aufgetragene DNA wurde durch 
Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und photographiert. Ein "Schmier" 
mit DNA-Fragmenten zwischen 200 Basenpaaren und 2000 Basenpaaren war i. d. R. 
sichtbar. In der Negativkontrolle war keine DNA in diesem GroBenbereich 
nachweisbar. 

5 . Abschliefiend wurden die restlichen Nukleotide von der "tag"-markierten DNA m.H. 
eines "PCR-Purification Kits".(Diagen GmbH, Hilden, Kat.- Nr. 28106) abgetrennt. 

Schritt 2 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA fiir die in situ 
Hybridisierung. 

Reagen zien, Puffer und Losungen 

lOx Reaktionspuffer mit 0.5 M Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM MgCh, 0,5 mg/ml bovinem 
Serumalbumin (Fraktion V, Kat.- Nr. 735078, Boehringer Mannheim) 
0. 1 M B-Mercaptoethanol. 

lOx NukleotidstammlSsung mit 0,5 mM dATP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM dGTP, 0,125 
mM Digoxigenin-1 1-dUTP (Boehriger Mannheim, Kat. -Nr. 1558706), 0,375 mM 
dTTP. 

Escherichia coli-DNA-Polymerase I (New England Biolabs GmbH, 
Schwalbach/Taunus, Kat.- Nr. 209L). 

DNase I-StammlSsung: 3 mg in 1 ml 0.15 M NaCl, 50% Glycerol. 
Saulenpuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 0. 1 % SDS. 
Saulen: Sephadex G50 (Medium), 1 ml Tuberkulinspritzen (z. B. "Primo" von 
Phannaplast A/S, DK-4970 Rodby) , Glaswolle. 

Fiir Minigel: Agarose; TBE-Puffer, Ikb-Gr6fienmarker (Gibco BRL, Eggenstein, Kat.- 
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Nr. 15615-016); Gelladungspuffer (s.o.) 
Detaillierter Ablairf: 

1 2 u.g der "tag"-markienen DNA (s. Schritt 1) wurden zusammen mit 10 jil des lOx 
Reaktionspuffers, 10 |il B-Mercaptoethanol, 10 |xl der Nukleotidstammlosung, 20 U 
der DNA-Polymerase I und 2 u.1 einer 1.1000-Verdiinnung der DNse-Stammlosung (in 
Wasser) in ein Reaktionsgefafl pipettiert. 

2 . Die Modifizierungsreaktion erfolgte bei 15°C fur 30-40 min. 

3 Das Reaktionsgemisch wurde auf Eis gestellt und ein Aliquot auf die fiir die in situ 
Hybridisierung geeignete FragmentgrSSe getestet. 

4 Die Fragmentlange der DNA wurde durch Geleiektrophorese bestimmt. 10 u.1 des 
Reaktionsanatzes wurden mit 3 ul GeUadungspuffer versetzt und im kochenden 
Wasserbad fiir 2-3 min denaturiert. Nach weiteren 3 min auf Eis wurde das Aliquot auf 
ein 1-2 % Agarose-Minigel zusammen mit dem 1 kb-GroBenmarker aufgetragen. Die 
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 15 V/cm fiir 30 min. Nach Anfarbung 
mit Ethidiumbromid konnte das Gel unter UV-Licht photographiert und die GroBe der 
DNA-Fragmente ermittelt werden. 

5 . Im optimalen Falle sollten die DNA-Fragmente in einem GroBenbereich zwischen 500 
und 1000 Basenpaaren liegen. Lag die durchschnittliche GroBe der Fragmente oberhaib 
dieses Bereiches, wurde die verbliebene DNA nochmals mit DNase I inkubiert, bis die 
optimale GrOBe der Fragmente erreicht war. 

6. Um die DNase zu inaktivieren, wurden dem Ansatz 2 uJ 0.5MEDTA 
(Endkonzentration 10 mM) und 1 |il 10% SDS (Endkonzentration 0.1%) zvgesetzt und 
der Reaktionsansatz bei 68°C fiir 10 min erhitzt. 

7 . Nichtinkorporierte Nukleotide wurden von der DN A-Probe durch Gelfiltration minds 
Trennsaulen abgetrennt, die folgendermaflen hergestellt worden waren. 

(a) Eine 1 ml-Tuberkulinspritze wurde zunachst mit Glaswolle bis zur 0.2 
ml-Markierung gepackt und dann mit gepuffenem Sephadex G50 bis zur 1 ml- 
Marke aufgefiillt. Die Saule wurde in ein 15 ml-GefaB iiberfiihrt und bei 2000g 
6 min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

(b) Nach Zugabe von je 100 pi des Saulenpuffers wurden die Saulen emeut 
zentrifugierL Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. 

(c) Die DNA wurde auf die Saule gegeben, zentrifugiert (2000g 6 min.) und in 
einem ReaktionsgefaB aufgefangen. Die Endkonzentration dieser DNA-Probe 
betragt etwa 20 ng/jil. Sie kann Uber langere Zeit (Monate bis Jahre) bei -20°C 
aufbewahrt werden. 
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Schritt 3 

In situ Hybridisierung der "tag"-markierten genomischen DNA auf 
Interphasekerne der Linie Colo320 (HSR). 

A) Denaturiemng der genomischen DNA der Colo320 (HSR) 
Interphasekerne. 

Reagenzien, Puffer und Losungen: 

Denaturierungslosung: 70% deionisiertes Formamid (fur die Molelcularbiologie, Kat.- 
Nr 1 12027, Merck, Darmstadt), 2x SSC, 50 mM Natriumphosphat (pH 7 mil i M 
HC1). 

Ethanol (eiskalt): 70%, 90% und 100%. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . Die Denaturierungslosung wurde in eine Kuvette gegeben und in einem Wasserbad auf 
70°C erhitzt. 

2 . Das Deckglaser (76 x 26 mm) mit den zu untersuchenden Colo 320(HSR)-Zellkemen 
wurde genau 2 min in dieser Losung inkubiert und dann sofort in den kalten 70% 
Alkohol uberfuhrt. 

3 . Die Deckglaser wurden jeweils 5 min. in 70%, 90% und 100% Ethanol entwassen und 
dann luftgecrocknet. 

B) Prazipitierung und Denaturiemng der ••tag"-markierten DNA-Probe fur 
die in situ Hybridisierung. 

Reagenzien, Puffer und Losungen 
3 M Natriumacstat, pH 5.2. 

Deionisiertes Formamid (fur die Molelcularbiologie, Kat.- Nr 1 12027, Merck, 
Darmstadt). Die Deionisierung erfolgte durch Rilhren des Formamids mit einem 
Ionenaustauscher (z. B. AG 501-X8 (D) Resin, Kat.- Nr. 142-6425 der Biorad, 
Miinchen). 

2x Hybridisierungspuffer: 4x SSC, 20% Dextransulfat. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . 1 u,g der "tag"-markiertcn DNA und 50 \ig humaner Cotl-DNA (Gibco-BRL, 
Eggenstein, Kat. Nr. 5279SA) wurden durch Zugabe von 1/20 Volumen 3 M 
Natriumacetat und 2.5 Volumen 100% Ethanol prazipitiert. 
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Nach Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 10 min und 4°C wurde der tjberstand 
abgetrennt, das Pellet mit 500 pJ 70% Ethanol gewaschen, wieder zentrifugien (12000 
rpm, 10 min, 4°C) und dann lyophilisiert. 

Die prazipitierte DNA wurde in 6 ul deionisiertem Formamid aufgenommen und 30 
min bei Raumtemperatur geschiittelt (Vortex). 

Nach Zugabe von 6 ul 2x Hybridisierungspuffer wurde wiederum 30 min geschilttelt. 
Die DNA wurde bei 75°C fur 5 min. denaturiert, 5 min. auf Eis gestellt und dann 20 - 
30 miri bei 37°C inkubiert ("preannealing")- 



C) In situ Hybridisierung 

Detaillierter Ablauf: 

1 . 12 ul des Hybridisierungsmixes mit der denaturierten DNA wurden auf ein groBes 
Deckglas mit den zu untersuchenden Zeilkernen gegeben. 

2. Ein 18 x 18 mm Deckglas wurde aufgelegt. 

3 . Das 1 8 x 1 8 mm Deckglas wurde mit Flussigklebstoff abgedichtet und das Praparat i 
einer feuchten Kammer fiir 48 h bei 37°C inkubiert. 



D) Waschen und Detektion der hybridisierten Zellkerne 

Reagenzien, Puffer und Losungen: 

Waschldsung A: 50% Formamid (p. A. Kat.- Nr. 9684, Merck. Darmstadt), 2x 

Waschldsung B: 0. lx SSC. 
Waschldsung C: 4x SSC, 0. 1 % Tween 20. 
WaschUJsung D: 2x SSC, 0.05% Tween 20. 
"Blocking"-L6sung : 3% BS A, 4x SSC, 0. 1 % Tween 20. 
Detektionspuffer: 1 % BS A, 4x SSC, 0. 1 % Tween 20. 

Anti-Digoxigenin-Rhodamin, FAB-Fragmente (Kat.- Nr. 1207750, Boehringer 
Mannheim) 

"Anufade M -Losung: 0.233 g DABCO (l,4-Diazabicyclo-2.2.2-octane), 20 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 90% Glycerol. 
4,6-aiamino-2-Phenylindol (DAPI) 



Detaillierter Ablauf: 
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1 . Die Waschlosungen A and B wurden in einer Kiivette auf 42°C im Wasserbad erwarmt. 

2 . Der Dichtring aus Flussigklebstoff wurde vom Deckglas entfernt und dieses dann fur 3 
x 10 min. in WaschlSs. A bei 42°C gewaschen. 

3 . AnschiieBend wurde in Waschidsung B 3 x 1 0 min gewaschen. 

4 . 200 jol der "Blocking" -Losung wurden auf das Deckglas pipettiert, wieder ein 
Deckglas dariiber gegeben und 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. 

5 . Die "Blocking"-L6sung wurde entfernt; stattdessen wurden 200 uJ des 
Detektionspuffers mit 6 jig/ml Rhodamin-konjugiertem Anti-Digoxigenin (Boehringer, 
Mannheim) auf das Deckglas gegeben und unter einem Deckglas 30 min. bei 37°C in 
einer feuchten Kammer inkubiert. 

6 . Das grofle Deckglas mit den Zellkemen wurde dann in Waschlosung C dreimal je 10 
min bei 42°C gewaschen. 

7 . Anschliefiend wurde das groBe Deckglas mit den Zellkemen 20 min in 2x SSC, in 
welchem 200 ng/ml (DAPI) gelost waren, inkubiert. 

8 . Waschen des Deckglases in WaschlSsung D fUr 1 -2 min bei Raumtemperatur. 

9 . Eindecken der hybridisierten Interphasekeme in " Antifade"-L6sung. 



Schritt 4 

Isolierung der hybridisierten Kerne durch Mikromanipulation 
Gerate: 

Mikroskop Axioskop FS (Carl Zeiss, Jena) ausgeriistet fur die Ruoreszenzmikroskopie. 
De Fonbrune Mikromanipulator (Bachofer, Reutlingen). 

De Fonbrune Mikroschmiede (Bachofer, Reutlingen) zur Herstellung von Mikrospitzen. 
Glasplatten aus B270: GrfiBe 70 x 35 mm, Starke 6 mm; mit Absatz: Breite 26 mm; Tiefe 4 
mm. (Hergestellt durch BerUner Glas KG, Waldkraichburger StraBe 5, 12347 Berlin, Best. K 
B 100158 -PO/ eh). 

Detaillierter Ablauf: 

1 . Das groBe Deckglas mit den zu isoUerenden Colo-Zellkemen wurde (mit den Zellen 
nach unten zeigend) auf die B270 Glasplatte gegeben; der Zwischenraum zwischen 
Sockelboden und Deckglas (bzw. Zellkemen) wurde mit "Antifade"-Lasung gefullt. 

2 . Eine in der Mikroschmiede hergestellte Mikrospitze wurde in den Mikromanipulator 
eingesetzt. Die Mikrospitze wurde m. H. der Mikroschmiede so ausgezogen, dafl sie i 
einem Winkel von etwa 30° nach oben zeigte. 
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3 Die Mikrospitze wurde nun in den mit der Antifade-L5sung gefullten Zwischenraum 
geschoben, so daB sie von unten an die zu isolierenden Zellkerne reichte. 

4 Die Colokeme konnten unter Fluoreszenzbedingungen durch einen geeigneten Filter 

' (FUtersatz Nr. 487915-9901 fur Rhodamin oder Filtersatz Nr. 487901-9901 fur DAPI, 
Carl Zeiss, Jena) tan Mikroskop sichtbar gemacht werden. Durch Verwendung des 
Durchiichts war es auBerdem moglich, gleichzeitig die Mikrospitze zu erkennen. Auf 
diese Weise kannen die Zellkerne einzeln auf die Mikrospitzen "aufzuspiefit" werden. 
(Anmerkung: Da die Zellkerne in der ••Antifade"-L6sung nicht briicbg. sondem 
elastisch sind, konnen sie als Ganzes isolien werden). 

5 Nachdem jeweUs ein Kern mit einer Nadel aufgenommen war, wurde diese am 

' Boden eines mit 20 pi H 2 0 gefdllten PCR-Rohrchens abgebrochen. Auf d.ese We 1S e 
konnten Populationen mit genau definierter Zellzahl an hybridisierten und 
nicht-hybridisierten Kemen isoliert werden. (Anmerkung: Die nicht-hybndisxerten 
Zellkerne waren gleich behandelt worden wie die hybridisierten Kerne, jedoch war be! 
der in situ Hybridisierung keine "tag"-markierte DNA zugegeben worden. 

x i +~ mi* nnp-PCR der isolierten Kerne. Dieses 
lm AnschluB an diesen Schritt erfolgte die DOP-PCR 

• c „ ■„ 1 (Punkte 1-5) iedoch wird auBer den isolier- 
Protokoll ist identisch mit Schntt 1 (Punkte S). ,eo 

,en Kemen keine weitere Ausgangs-DNA zugegeben. Das DOP-PCR-Produ t 

Ide for eine ObiiCe CGH-Anaivs <*< «vgl. KalUoniem, A. t a 

Science 25*81*. 1332, KaUioniemi O-P. e, a... Genes Ch-cecrn Cance . 
,0-231. 1994 und Uchter P, et al. in Human Chromosomes. Hrsg. Verma R.S. 
und Babu A.. New York, 1995. S. 1 91,. Es zeigte sicr, da, mi, dem er indungs- 
gem 86 en Verfahren in 30 bzw. 10 Co,o320 ,H8R> Zeiien 

l % aiier Cnromosomen-OberreprSsentatio *annt wurden, 

nne das TGH-Ver,ahren nur zwischen 38% und 44% waren. Ferner ,ieg, d« 

• • p.*.,orf« in der TGH-behandelten Gruppe deutlich 
Anteil der falsch-positiven 8efunde in der 

niedriger ais in der nicht-TGH-beriandeiten ,7 gegenuber 1,) (vgl. F,g. 2,. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von 
Zellen, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
m j tte | s eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der am- 
plifizierten DNA von (a), 

(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von 
(a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten 
DNA von (c) in ublicher Weise. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zellen von Tumoren stammen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zellen aus dem Blut von schwangeren Personen stammen. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet daS die zu 
untersuchenden Zellen solche einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen 
sind. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet. daS 
die zu untersuchenden Zellen einen Interphase-Kern aufweisen. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daS 
die tag-Primer degenerative Primer sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Identifizierung von (d) ein CGH-Verfahren umfaSt. 



8. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 - 7, 
umfassend die folgenden Komponenten: 

(a) amplifizierte DNA aus normalen Zellen, wobei die DNA von tag- 
Primern flankiert ist. 

(b) tag-Primer, und iibliche 

(c) Hilfsmittel, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numeri- 
scher Veranderungen in einer DNA eignen. 
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Schematische Darstellung der "Tap ped Genome Hybridization" 



1.) Herstcllung eines representariven "tag'^markierten DNA-Pools aus 

genomischcr DNA nonnaler Zellen mittels eines universellen PCR-Verfahrens. 



PCR 



genomische DNA 



universale 
PCR-Primer 
<z.B. DOP-Primer) 



"tag" -markierter 
DNA-pool 



2.) In situ Hybridisierung von Interphasekernen mit " tag t, -markiertem DNA-pool. 




Lnterphase-Kern mit 
Chromosomen-Domanen 



"tag" -markierter 
DNA-pool 



in situ 
Hvbridisxemng 




3*) Universelle PCR der isolierten Interphase-Kerne mit identischem Primer 
(siehe Schritt a) 





CGH 



Fig. 1 
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vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichttich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



22/11/1997 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 2. 07. 98 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Europaisches Paten tarn t 
D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Wieser, M 

Telefon (+49-89) 2399-8434 



[i 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



* INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/0081 4 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-12 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -4 eingegangen am 26/05/1 998 mit Schreiben vom 22/05/1 998 

5-8 eingegangen am 25/06/1 998 mit Schreiben vom 25/06/1 998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



Formblatt PCT/1PEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



~ INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/D E97/008 1 4 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbiichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII. Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00814 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Punkt V : 

Der Gegenstand der Anspruche 1-8, i.e. ein Verfahren zum Nachweis 

. m ^~;^^u^f \/Ar-2n^Arnnnpn in HMA i mH oin Ha -71 1 uorwnnHpfpr Kit wirH in Hpn im 

IIUHICIIdUl ICI VCiailUCiUM^Cii HI I 1« » Willtw* Will WW%^w .w. <v v . . vv % v . • -■•! •• ■ 

Internationalen Recherchenbericht zitierten Dokumenten weder offenbart, noch 
kann er aus diesen Dokumenten in naheliegender Weise abgeleitet werden. Die 
Anspruche 1-8 entsprechen somit den Erfordernissen von Artikel 33(2) und 33(3) 
PCT. 



Formbtatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



Anspruche 



Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von 
Zellen, umfassend die folgenden Schrirte: 

v r- -\ DN A 

(a) Isoherung von DNA aus ftorrr.cbn ZellenMjnd Amplication der DNA \ ou^uti'Sfcu 

mixtels eines PCR- Verfahrens unier Verwenduna von taa-Primern, 



(b) in situ Hybridisierung von zu uniersuchenden Zeiien" mix der am- 
piifizienen DNA von (a), 



(c) Ampiifikation von DNA aus den in situ hy bridisierten Zellen von (b) 
mittels eines ?CR-Verfahrens un ter Verwendung der tag-Primer von 
(a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen ■ in der ampiiflzierten 
DNA von (c). ir. uciich:: Wcics. 



Verfahren nach Anspruch 1, cadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zeiien von Tumoren stammen. 

Verfahren nach Anspruch 1, cadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zellen aus dem 3lut von schwangeren Personen stammen. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, cadurch gekennzeichnet, daS die zu 
uniersuchenden Zeiien solche einer kleinen Zellpopulation oder Einzeizellen 
sine. 
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5. Varfahren nach sinem der AnsprOche 1 - 4, dadurch geksnnzeichne:, daG 
die zu untersuchenden Zellen einsn Intarphase-Kern aufweisen. 

S. Varfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekannzeichnet, caS 
die tag-Primer degenerative Primer sine. 

7. Verfahren nach einem der AnsprQchs 1 - 6, cadurch gekannzeichnet, cs5 
die Idenrifizierung von (d) ein/CGh^Verfahre^ur^fsili. 

5. Kit zur Durchfuhrunc des Verfahrens nach einem car Ansp-Qche 1 - 7, 
umfassend die foigsndsn Kcmpcnenien; 

amplifizierte DNA aus ~«=^ Zaiie^jf wobei die DNA von tag^J 
P-imern flankisrt ist, 



(a) 



fb) 



"sg-r" rimer/ or, o' Li Dm 3 fro 



^^^^^^ 



(0 Hilf5miTTs( r ! ^ . !?r > sngfcr5 r - . 't 5 -? =; S gis?-, zu: loer.Tifizisrjng numsri- 
schsr Verar.derjncen in sin.er DM A ..ci?-:-.. 
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GEANDERJES BLATT 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT rec'd 0 6 JUL 1998 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFU h l ffiPfcR I CHT EEL. 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K2412 


. imn^cucw siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationaJen 
WEITERES VORGEHEN vor ,aufigen PrGfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE97/00814 


Internationales Anmetdedatum (Tag/Monat/Jahr) 
23/04/1997 


Priority date (Tag/Monat/Janr) 
24/04/1996 


Internationale PatentklassiMkation (IPK) Oder 
C12Q1/68 


nationale Wassifikation und IPK 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1 . Dieser international vorlaulige PrQfungsbericht wurde von der mit der international en vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

B AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mrt vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsnchthn.en zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 

II 
III 
IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



S Grundlage des Berichts 

□ Prioritat 

□ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, ertinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangeinde Einheitlichkeit der Ertindung 

H BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefOhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

□ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



L 



Datum der Einreichung des Antrags 
22/11/1997 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrOfung beauftragten Behorde 
Europaisches Patentamt 

JD-80298 Munohen 
Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 2. 07. 98 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Wieser, M 

Telefon (+49-89) 2399-8434 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/0081 4 



I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
' Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelt en im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereichf und sind ihm 
air* &f iint \A/aii c/o knino AncisrunQQn enth alien. ): 

Beschreibung, Seiten: 

1-12 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1 -4 eingegangen am 

5-8 eingegangen am 



26/05/1 998 mit Schreiben vom 22/05/1 998 
25/06/1 998 mit Schreiben vom 25/06/1 998 



Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusdtzltche Bemerkungen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlil. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/D E97/008 1 4 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Nouheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIM, Blatt 2) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00814 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Punkt V : 

Der Gegenstand der Anspruche 1-8, i.e. ein Verfahren zum Nachweis 
numerischer Veranderungen in DNA und ein dazu verwendeter Kit, wird in den im 
International Recherchenbericht zitierten Dokumenten weder offenbart, noch 
kann er aus diesen Dokumenten in naheliegender Weise abgeleitet werden. Die 
Anspruche 1-8 entsprechen somit den Erfordernissen von Artikel 33(2) und 33(3) 
PCT. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



Anspruche 



Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von 
Zeilen, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) isoiierung von DNA aus normalon Zellen^und Amplifikation der DNA \giA^ut{S 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) in situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zeilen mit der am- 
piifizierten DNA von (a), 

(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zeilen von (b) 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von 
(a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten 
DNA von (c).i n ubliohor Wdigoi 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zeilen von Tumoren stammen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zeilen aus dem Blut von schwangeren Personen stammen. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daS die zu 
untersuchendenZellen solche einerkleinen Zellpopulation oder Einzelzellen 
sind. 



» , :E?A-Mur,:nen 05 6-88 : : rAS 33 42724J49- 



^^9- i38S2399874i:« 2 1 



5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekenr.zsichnet, da(3 
die zu untersuchenden Zellen einen Interphase-Kern aufweisen. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 • 5, dadurch geksnnzeichnet, dafi 
die tag-rrimer degenerative Primer sind. 

Verfahren nach einerr der Ansprdche 1 - 6, cadurcr. geksnnzeichnet, csG 
die lden:ifizierung von (d) eir^CGr-Vverfshren urnfaEt. 

Kit zur Durchfuhrung das Verfahrsns nech einem der Ansp-uche 1 - 7, 
umfsssend die folgenden Kompcnenten: 

amplifizierte DNA a us oormoion Zelieriy wobei die SNA von tag- a^ufiwu. 
Primern flsnkierc ist, 



(b) rag-Primer, und uoTiaho 

Jir dL'c 

(c) Hilfsmirrel j ir'sbgiT-inrier? "? ? ' »' 5 nr Identttizisr-'ng rumen 
scher Verar.derjngen in einier DNA. ownorn 
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GEfcNDEKTES BLATT 



PCT/DE97/00814 



T COOPERATION TREATT 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

/npT D.ila CI 0\ 

(rL I nuie D 1 .Z) 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

10 December 1997 (10.12.97) 


International application No. 
PCT/DE97/00814 


Applicant's or agent's file reference 
K 2412 PCT/hu/wd 


International filing date (day/month/year) 
23 April 1997 (23.04.97) 


Priority date (day/month/year) 
24 April 1996 (24.04.96) 


Applicant 

JOOS, Stefan et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
22 November 1997 (22.11.97) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20. Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Ingrid Hours 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



1800311 



PCT/DE97/00814 



T COOPERATION TREA" 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

1 1 Ml o-UIMIo U AlvltnlUUt 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
16 October 1998 (16.10.98) 




International application No. 
PCT/DE97/00814 


International filing date (day/month/year) 
23 April 1997 (23.04.97) 


Applicant 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS et al 



The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report (Article 36(3)(a)) 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Christelle Croci 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/310 (July 1992) 



002288016 
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, ^-rHTR ACTION preliminary ■r^M"*' - ) 

-~Z^<* ^ R ^^__-^-—TT^rr^ 04 1996) 

K2412__ ~TS^"* (23 04.1997)_J f^L- 

\ ^T^-^ ' Thas been pre?** 1 by ^ 

«aravnati<> n Z\ a Article 36. 

" • ,i nretaunarV exan T cant according to aw 

Authontyand« te ^ m d»drng ^ dta^J ^ 

(see Rvde W.16 3,10 shee ts. 

ne xe S consistofa^ of - " 

•y^ese annexes v- _ 



3. 




-- — u " bW 

PI ***** ^thregardtonovelty.** 

Q Certain observa 



EwopCi fx*rcn, Germany 
^0,98^ 65 ^^^^ 

facsjrnde*^^^ 



1 Telephon^__!_- ' — 



w 



VI> >^*___ l^--' 

l """^hereP"** '^^^^fZdtre not a*n^ 




" faed^ththedemand, 

" )fi Ved^*ele**<* 
Bed^theletterof 



fil ed^the demand, 

' fi Ved^^ letter ° f 
' M ed^*eUtt«of 



. oS sheets/fig 

sheets/68 

sfeeets/fig 

sheets/fig 
^ n the cancellation 

n the descrip^ P«* 
Hos. 

pi theclaunS' 
l— 1 s heets/fi6 
Q the drains 3 ' 



aS ori^ filed ' 
" ^ththedetnan^ 

" aed^theletterof 

' W ed^ththelettetof 



. e ;f necessary*- 



Intef 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 



application No. 

EXAMINATION REPORT I pCT/DEjT/OOaU 



t under Article . tement . 



industrial applicability; 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 
Citations and explanations 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 




Citauons— r- i-e#f a process for 

The subject matter of ell- 1 " ' and , kit used for this 

international search repor^ . claims 1 - 8 

. . mloUS ly from those ao Article 33(Z) 
and unambiguously requi rements of PCT ^ 

therefore comply with the 
and (3). 



pCT/lPEA/409 (BoxV) (January 



ENTERNATION^^R RECHERCHENBERICHT 



Inter -males Akteruxjchcn . ^ ^ _ , M 

PCT/DE 97/00814 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DBS ANMKLOUNGSGIiGENSTANDES 

C 12 Q 1/68 

Nach der Inlernauonalcn PammklasnukaUon (IPK) odcr nach dcr nauonalcn Klasankation und dcr fPK 



0. RP.Cf I R RCI IIURTE GKBICTE 



Recherehicrter Mindcstprufttoff (KJasstftkaUonssyrtem und Klasafikaoonssymbole ) 

C 12 Q 



Rcchcrchicrte aber nichl zum Mindcstprufttofr gehorende VcrbffcnUichungen. soweit diae unur die rtthcicluerten Gebicte fallen 



Wahrcnd dcr mternauonaten Recherche konsulocrtc dektronuche Patcnbank (Name dcr Datenfeank und cvU. verwendetc Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLIC11 ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategonc* I Bezel chnung der VerdfrcnUichung, soweit crforderuch unter Ang.be der t n Betracht kommenden TeUe 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 95/14 085 

( DANA- F ARB ER CANCER 
INSTITUTE et al . ) 
26 Mai 1995 (26.05.95) , 
Anspriiche 1-26 , 37 . 

EP, A, 0 341 491 

(MOLECULAR THERAPEUTICS) 

15 November 1989 (15.11-89), 

Anspruche . 

SCIENCE, Band 258, 

verof fentlicht 1992, 
30 Olctober 

A. KALLIONIEMI et al. 
"Comparative Genomic Hybri- 
dization for Molecular Cyto- 
genetic Analysis od Solid 
Tumors" , 



1,2,8 



m 



Wcitcre VcrdffcnOichungcn and dcr Forttetzung von Feid C zu 
cntnehmcn 



□ 



Siehe Anhing Paientfarrolie 



* Bcsondcrc Kategonen von angegebenen VeroffcnUichungcn 

*A* VcrdffcnUichung, die den allgcmetnen Sund der Techiuk definicrt, 

iber rucht alt besonders bedeuUtm anzuschen ist 
*E* Uteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internauonalen 

Anmcldedatum veroflenUicht worden ist 
L' VerofTenUichung, die geeignet tst, etnen Pnontaisanspruch zwwfelhaft cr- 
seheinen zu lacsen. Oder durch die das Vertffenttichur^wm «ncr 
andcren im Recherchenbencht genmnnten VerofTenUichung bclegt werden 
soil Oder die au* cincm anderen besonderen Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* VeroffenUichung. die ttch auf cine mundlichc Offenbarung, 

cine Bcnutzung, one Auistdlung odcr anderc ^ brahmen bencm 

*P* Veroffentltchung, die vor dem imcmauonaien Anmcldedamm, aocr nach 
dem bcanspruchten Pnoniattdatum vcrdfrcmlicht worden in 



"T Snaterc VerofTenUichung, die nach dem international en Anmddcdatum 
iSerdem Priontatsdaturn verdiTenUicht worden lit und nut der 
Anmeldung nicht koiUdien* wndem nur zumVeniandmi des dcr 
Erfindung zugrundeticgenden Prinapj odcr der ihr zugrundcliegendcn 
Theonc angegeben ist 

•v- VerotTenUichung von boonderer Bedcutung; die beawpruchu Erundung 
Unnaliein aufound dicier Veroffcnttichung rucht alt neu odcr auf I 
erfindenscher Titigkat beruhend bctrachtet wcrden 

*Y" VerofTenUichung von betonderer Bedcutung; die beampruchte ErfxndunB 

kann rucht all atif crfindcritchcr Tiagkeit beruhend bctrachut 1 

wcrden, wenn die VertffcnUichung rrot oner odcr mchreren anderen 
VerdlTenuichungen dieaer Kite tone in Vcrtnndunj gebracht wird und 
dicse Verbindung fur cincn Fachrnann naheliegend ut 

*&* VeroffenUichung, die Mitglied dcrsdben Paientfanulie ist 



Datum des Abschlusscs der international en Recherche 

01 September 1997 



Absendedatum des intemationsJen Rechcrchcnbcnchts 



t 9. 03. 97 



Name und Postarwchnft der Internationale Recherchenbehdrde 
Uuropaischcf Patcntamt, P.U. 5818 PatcnUaan 2 
NL - 2280 IIV Rnswijk 
Tel. ( ♦ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+ 31-70) 340-3016 



Ucvollmachugtcr Bcdicnxteicr 

WOLF e.h. 



FormbUU PCT.MSA. 210 (nun 2) (Juh 1993) 



Internationales AktlL^eichen 



m EIEBCHLAQIGE VEROFFENtffcHUNOEN iFoTttatxunq von Bfrtt 2) 



| ^ wmm*w ■ » — - - — ~ — 

Kgnmeichnung der VarSifentlichung, soweit crfortterlfch unter Angabe der maOgeblfchan Tile 



Betr. Anspruch Nr. 



Seiten 818-821, 
ganzes Dokument 
(in der Beschreibung 
genannt) . 



Formblatt PCT/ISA/210 (Zut«2bog«n> Uanuar 1985) 



Anmarkungm «»ehe BclbUr. 



4 



ANHANO 

zua international^ kmlrn U«h 
fcaricnt fibar die internatlonala 
Patentanaaidurtg Nr. 



ANNEX 

to tna International Starch 
Rtogrt to tht International 
Ipjiiicatian No. 

PCT/DE 97/00814 8AE 161519 



Patent 



Mhano sinti flit MitoUedar 
iaailfan dar la obanor- 



ter%tentiaai„- 
namttn intarfuMonitenJl 

. Jlanan nur 

richtung und arfolaan ohna GasJhr 



maffihrten PatanUokuaante angmban 
DiMa Angaban dlanan nur tur Ufitir- 



Thts Anna* lists tha patent taaiiy a Lawasante annaict inbiqua its 
. national saardi report. Tha Of Ilea is dans la rapport da r artarcft inter- 



in no aa/TiS^^tha^ 
Lara qivtn aaraly for tha j 



(S^orSaVlan. 



raiattfs aua doo-wite da bravits cites 



purposa ante fournis suit di 



Em 



it ptt U rnparaibUiti 



wait cl 

C__ 

rapport da racharcha 




Doaiaant da bravat cite 
lans la i 



on 
atlm 



pSilcation 



WO A3 9514085 



29-06-95 
"15-11-89" 



_. ... n «6?5 

WO A2 9514085 



AU Al 
EP Al 



06-06-95 
14-OB-96 
26-05-95 



EP A2 



&41491 



CA Al 1338704 
DE CO 68916693 

" 13 



I 



Bl 
A7 
A 



J41491 



12- 11-96 
18-08-94 

SW«t 

13- 07-94 



>1 DIE INTERNATIONALE Zl 
EM GEB1ET DES PATENT Wl 



vIRn 

PCT 

INTI:RNATIONALI:R RLCHLRCHliNBl-RICH T 
(Artikcl 1 8 sowic Rcgcln 43 und 44 PCI ) 



MENARBEIT 
NS 



Aklenzcichcn dcs Anmcldcrs odcr Anwalts 

K 2412 PCT/hu/wd 


WFITERFS sic ^ e Mittcilung Cibcr die UbcrmitUung dcs intcrnationalen 

Rcchcrchcnbcrichis (Formblatt PCT/ISA/220) sowic, sowcit 
VOR(iKHKN zutrcflend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aklenzcichcn 

PCT/DE 97/00814 


Internationales Anmcldcdatum 

/ nr — ; kj » i \ 

y I ITt \Jt IUI fVU'4l f 

23 April 1997 (23.04.1997) 


QO0)ta$X9$) Prioritatsdatum ( Tag/ Mortal fJahr) 
nA i iqqc tnA r\A iqqc^ 


Anmcldcr 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS et al . 



Dicscr intcrnaiionalc Rccherchenbericht wurde von dcr Inicrnaiionalcn Rcchcrchcnbchbrdc crstellt und wird dem Anmclder gemafl 
Ariikel 18 ubermiucli. Eine Kopie wird dem Internationalcn Buro ubcrmilielL 



Dieser internaiionaie Rccherchenbericht umfafit insgesami m 



Blatter. 



|">f| Darubcr hinaus liegt ihm jeweils cine Kopie dcr in diescm Bcricht gen an n ten Unterlagen zum Stand der Technik bci. 



1 . | | Bestimmtc Anspriichc haben sich als nicht rccherchicrbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. \~2 Mangclndc Einheitiichkeit dcr Erfindung (sichc Feld II). 

3. r~] In dcr international en Anmeldung ist cin Protokoll einer Nucleotid- und /odcr Aminosauresequenz offenbart; die Internationale 

Recherche wurdc auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

[ | das zusammcn mit dcr internationalcn Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmcldcr getrennt von dcr internationalcn Anmeldung vorgelegt wurde, 

I ] dem jedoch kcinc Erklarung beigefugt war, dafl der Inhalt des Protokolls nicht uber den 
— Offcnbarungsgchall der internationalcn Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Intcrnationalen Recherchenbchdrde in die ordnungsgemafle Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich dcr Bczcichnung dcr Erfindung 

[x~| wird der vom Anmcldcr eingercichte Worllaut genchmigL 
| | wurde der Worllaut von der Behbrde wic folgt fcstgcsetzL 



5. Hinsichtlich dcr Zusammcnfassung 

[IT] wird dcr vom Anmclder eingercichte Worllaut genchmigt. 

| | wurde dcr Wortlaut nach Rege! 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgcselzi. Dcr Anmcldcr kann der Intcrnationalen Rcchcrchenbchbrde innerhalb cines Monats nach 
dem Datum dcr Abscndung dieses intcrnationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Foigendc Abbildung dcr Zcichnungen ist mit dcr Zusammcnfassung zu verbfTcntlichen: 

Abb. Nr. - | | wie vom Anmclder vorgeschlagen | X | keine der Abb. 

| | wcil der Anmclder sclbst kcinc Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | wcil diesc Abbildung die Erfindung besser kennzcichnet. 
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Rcchcrchicrtc abcr nicht zum Mindcstpriifsloff gehorende VerdfTentlichiingen, soweit diese unler die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internauonalen Recherche konsuiticrtc elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwcndete Suchbegrifle) 
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Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 95/14 085 

(DANA-FARBER CANCER 
INSTITUTE et al. ) 
26 Mai 1995 (26.05.95) , 
Anspruche 1-26 , 37 . 

EP, A, 0 341 491 

(MOLECULAR THERAPEUTICS) 

15 November 1989 (15.11.89), 

Anspriiche . 

SCIENCE, Band 258, 

verof fentlicht 1992, 
30 Oktober 

A. KALLIONIEMI et al. 
"Comparative Genomic Hybri- 
dization for Molecular Cyto- 
genetic Analysis od Solid 
Tumors " , 



1,2,8 



Weitere Veroffentlichungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 
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Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegcbenen Veroffentlichungen : 
*A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 

jlhpr ntf*ht ale k«fnnH*H> ka/4*nt«i>« - 



"E" 



•p- 



aber nicht als besonders bedeutsam anzuschen ist 

alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internauonalen 
Anmcldcdatum verof fentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerofTentiichungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannlen Veroffentlichung bclegt wcrden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf cine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, cine Ausxtcllung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vor dem internauonalen Anmcldcdatum, aber nach 
dem bcanspruchten Priori tatsdatum veroffcntlicht worden ist 



*T" Spatere Veroflentlichung, die nach dem international en Anmeldc datum 
oder dem Priori tatsdatum verof fentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundehegenden Prinzips oder der ihr zugrundcliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dicser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfindcrischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf crfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer odcr mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahelicgcnd ist 

'&' Veroffentlichung, die Mitglied dcrselben Patentfamilie ist 
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